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Resumen

En este trabajo se realizo la extracciéon en medio acuoso de ficoeritrina proveniente de algas rojas de la Isla Rey
Jorge. Las especies que mostraron mejores rendimientos de extraccion fueron Palmaria decipiens y Delesseria
lancifolia. Esta ficoeritrina mostré un comportamiento adecuado para su uso como sensibilizador en celdas de
tipo DSSC (dye sensitized solar cells), con altos valores de absorbancia, buena estabilidad con la temperatura y
adecuado potencial redox.

Palabras clave: Ficoeritrina, algas rojas, DSSC.

Abstract

In this work, the extraction of phycoerythrin of red algae from King George’s Island was performed in aqueous
media. Among analyzed, best extraction yields were obtained from Palmaria decipiens and Delesseria lancifolia.
This phycoerythrin showed adequate characteristics to be used as sensitizer in DSSC (dye sensitized solar cells)

with high absorbance values, good stability towards temperature and a satisfactory redox potential value.

Keywords: Phycoerythrin, red algae, DSSC.

Introduccion

Las energias renovables son energias limpias que han cobrado
gran relevancia en los ultimos afios y que hoy son un foco im-
portante de investigacion y desarrollo. Entre ellas, la energia
solar es una fuente de energia muy promisoria que, ademas,
no genera desechos o contaminantes. La produccion de ener-
gia fotovoltaica se ha duplicado cada dos anos desde 2002 y
hoy es el sector energético que mds rapidamente crece (Gao,
etal,, 2008; Cao, et al., 2009). Las celdas DSSC (dye-sensitized
solar cell), o celdas de Gratzel, son una alternativa interesante
frente a las celdas de silicio, debido a que permiten reducir
costos de fabricacion y obtener una eficiencia considerable
(Enciso, et al., 2016; Enciso, et al., 2017). Estas celdas, sen-
sibilizadas por colorantes, producen electricidad mediante
un principio fotoelectroquimico, convirtiendo la energia
luminica en energia eléctrica.

Mucho se ha avanzado en el armado delas celdas de Grit-
zel desde su creacion en la década de 1970 a la fecha; desde
las primeras, de soporte liquido armadas usando clorofila
como sensibilizador, hasta las actuales, solidas y armadas
con pigmentos sintetizados para optimizar su eficiencia, se
ha logrado emparejar y superar el rendimiento de las mas
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antiguas pero mds difundidas celdas tradicionales de silicio
(Bisquert, et al., 2004).

Con el fin de aumentar la eficiencia de conversion ener-
gética, cuatro factores han sido estudiados en profundidad:
el material semiconductor, el pigmento, la mezcla electrolito
soporte/cupla redox (a esto se agregé en los tltimos aos el
cambio del armado de las celdas con los electrolitos liquidos
por el uso de materiales solidos) y el material del contraelec-
trodo. Estos factores tienen suma relevancia en el armado
de la celda, ya que su combinacion incide en la posibilidad
de llevar los valores de eficiencia de conversion energética
al 14,7 % reportado en 2015 en Japén (Kakiage, et al., 2015).

De los cuatro factores mencionados, el sensibilizador a
usar es el que ha sido mas estudiado y es el punto sobre el cual
existe una mayor variedad en la literatura, ya que el pigmento
permite explorar una mayor cantidad de posibilidades. La
exploracién exhaustiva de los pigmentos extraidos de pro-
ductos naturales, y el disefio y fabricacién de otros nuevos
son las alternativas que pueden seguirse (Armeli Minicante,
et al., 2015; Armeli Minicante, et al., 2016).

En estudios previos hemos evaluado el comportamiento
de la ficocianina proveniente del alga Spirulina spp. y las
antocianinas extraidas de la flor del ceibo (Enciso, et al.,
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2017; Enciso, et al., 2016; Cerda, et al., 2014; Enciso, et al.,
2013; Enciso, et al., 2012), asi como el uso de la mezcla de
ficoeritrina y carotenos extraidos de algas rojas recolectadas
en suelo Antartico (Enciso y Cerda, 2016). En todos los casos
hemos probado la eficacia del uso de esos pigmentos como
sensibilizadores y obtenido distintos valores de eficiencia en
celdas armadas con ellos.

La exploracién del uso de pigmentos disponibles en
la naturaleza posee un gran atractivo econémico. Si bien
tienen una eficiencia mucho menor a la méxima reportada
para estas celdas, su disponibilidad y sencilla obtencion los
hace interesantes para paises que, como Uruguay, buscan
renovar su matriz energética sin disponer de grandes inver-
siones para lograr ese fin. De acuerdo a lo reportado en la
bibliografia, con pigmentos naturales se ha logrado alcanzar
excepcionalmente rendimientos del 3 % (donde el grueso de
los compuestos evaluados no alcanza al 1%), con costos de
obtencion muy bajos y con una buena estabilidad (Prabavathy,
etal., 2017; Bhogaita, et al., 2016). Una celda basada en el uso
de pigmentos naturales tiene un costo aproximadamente 1000
veces menor que las basadas en pigmentos sintéticos, donde
el gasto asociado a la obtencién de los colorantes naturales
es practicamente despreciable.

El objetivo principal de este trabajo es la extraccion y ca-
racterizacion del pigmento responsable del color rojo en algas
provenientes de la Antdrtida. Este pigmento, la ficoeritrina,
integrante de la familia de ficobiliproteinas, tiene caracteristi-
cas que lo hacen un buen candidato para ser usado en celdas
DSSC (Isailovic, et al., 2004). De acuerdo a estudios previos
existentes en la literatura, la ficoeritrina tiene una excelente
capacidad de absorber la luz en la region visible del espectro,
sumado a un potencial redox adecuado para ser usada como
sensibilizador en celdas DSSC y una estructura quimica que
permite su «anclaje» al semiconductor del fotoelectrodo
(Ficner, 1993; Munier, et al., 2014). Sin embargo, los extractos
obtenidos usando etanol a partir de algas como Plocamium
hookeri, Delesseria lancifolia e Iridaea obovata han mostrado
una alta concentracion de clorofila respecto a la ficoeritrina,
y redundaron en una muy baja eficiencia de conversion ener-
gética (0,03 % promedio) (Enciso y Cerda, 2016).

Las ficobiliproteinas actian como pigmentos accesorios
para la fotosintesis en algas marinas de las Rhodophyceae,
Cyanophyceae, Cryptophyceae y algunas Pirrophycea (Glazer,
etal., 1982). Se encuentran organizadas en estructuras celu-
lares, llamadas ficobilisomas, que estan unidas en conjuntos
regulares a la superficie exterior de los tilacoides. Las ficoeri-
trinas son solubles en agua y estan compuestas de subunidades
a, By 7, cada una de las cuales consiste de una apoproteina
y uno o mas tipos de grupos prostéticos tetrapirrélicos de
cadena abierta unidos mediante enlaces covalentes a los resi-
duos especificos de cisteina de las apoproteinas. Estos son los
cromoforos. Las subunidades a, B y y son muy disimiles, de 17
kDa, 19kDay 30 kDa, respectivamente (Isailovic, et al., 2004).

Los cromoforos dan un color caracteristico a cada ficobi-
liproteina: rojo ala ficoeritrina, azul brillante a la ficocianina
y verde azulado a la aloficocianina.

En este trabajo se busco realizar una mejor caracterizacion
de la ficoeritrina proveniente de algas rojas de la Antartida,
usando un extracto purificado para tal finalidad. Los extractos
fueron obtenidos a partir de Palmaria decipiens y Delesseria
lancifolia. Los estudios se centraron en aquellas caracteristicas
que las hacen utilizables como sensibilizadores del fotoelec-
trodo en celdas DSSC.
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Materiales y métodos

Las algas fueron recolectadas en la Isla Rey Jorge durante
enero de 2017. En la Base Cientifica Antdrtica Artigas fue-
ron lavadas con agua Milli Rho y secadas bajo corriente de
aire caliente, y acondicionadas para su traslado a nuestro
laboratorio en Montevideo, donde se conservaron en freezer.

Para los trabajos de extraccion, 1 g de muestra fue trozado
y colocado en un mortero con 25 mL de agua Milli Q (18,2
MQ). Posteriormente la muestra fue centrifugada.

La purificacion de la ficoeritrina se realiz6 con columna
Sephadex G-25, usando agua como solvente de elucion.

El proceso de purificacion fue controlado por espectrofo-
tometria visible y cromatografia en capa delgada (TLC), usan-
do placas de silica gel sobre aluminio (SSIGMA ALDRICH) y
la mezcla butanol/acético (9/1) como fase mévil.

Laestabilidad con la temperatura fue evaluada en el rango
30 a 85 °C, siguiendo el comportamiento del espectro visible
de la muestra.

Luego se siguio la estabilidad en el tiempo, trabajando a
temperaturas constantes (0, 40, 50 y 70 °C).

La caracterizacion redox se llevo a cabo utilizando elec-
trodos serigrafiados descartables de la compafiia DROPSENS,
usando Au como material del electrodo de trabajo y con-
traelectrodo. El potencial del pseudo electrodo de referencia
fue de E= 0,234 V vs. SHE. La velocidad de barrido utilizada
fue de 50 mV/s.

Las medidas en el espectro visible fueron realizadas en
un equipo SPECORD 200 Plus de Analytic-Jena, en el rango
400-800 nm.

Por tltimo, se armaron celdas usando la ficoeritrina ex-
traida como sensibilizador, usando electrodos de FTO/TiO,
(DYESOL, 0,7 cm?) y FTO/Pt (SOLARONIX) con electrolito
50 mM ioduro/tri ioduro en acetonitrilo (SOLARONIX).
Las curvas J-V fueron medidas con un equipo CHI 604E,
en condiciones de oscuridad y bajo irradiacién usando un
simulador solar ABET (1 sun, 1.5 AM).

: 'S

Figura 1. Algas depositadas en las costas de la Isla Rey
Jorge, a orillas del Pasaje de Drake (izquierda). Ficoeritrina
separada durante el proceso de purificaciéon usando
columna de exclusion, a partir de extracto obtenido de
Palmaria decipiens (derecha).
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Resultados y discusion

La purificacion de las muestras fue seguida por TLC. En los
casos analizados, el extracto inicial, obtenido al mezclar en
mortero la muestra de alga con agua, mostraba la presencia
de un compuesto, con un Rf= 0,97 para Palmaria decipiens
y Rf= 0,94 para Delesseria lancifolia. Luego del pasaje por la
columna de exclusion, se observaba solamente la presencia
de ficoeritrina (Rf= 0).

En la Figura 1 se puede observar cémo se ven estas algas
en su entorno natural en la Isla Rey Jorge y como luce la
ficoeritrina purificada dentro de una columna Sephadex.

El espectro visible de las muestras analizadas mostrd
la presencia de ficoeritrina-R, si bien tenian caracteristicas
levemente diferentes segtn el alga de partida (Grafico 1).

Como se explicé anteriormente, la ficoeritrina estd for-
mada por subunidades a,  yy. La subunidad y es un péptido
que funciona como linker. Se presenta como hexameros (a.8)sy
que contienen ficoetrobilina (PEB) y ficourobilina (PUB)
(Ficner, 1993; Isailovic, et al., 2004; Liu, et al., 2009; D’Agnolo,
etal., 1994). La subunidad a contiene dos cromoéforos PEB, la
subunidad  contiene dos croméforos PEB y un cromoéforo
PUB y la subunidad y contiene cuatro croméforos PUB.

Los monomeros (of3) son la unidad basica de ensamblado
a partir de la cual se desarrollan diferentes tipos de formas de
agregacion, dando lugar a trimeros (o.f3); y hexameros (o3 )sy.

En el espectro de absorbancia, los picos a 565 y 540 nm
pueden asignarse a PEB, y el de 498 nm al PUB. La cantidad
de subunidades y puede variar entre algas, y eso afecta el
espectro observado.

035
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Grafico 1. Espectro de absorbancia obtenido para muestras
de Palmaria decipiens y Delesseria lancifolia antes de su
purificacion.

Estos mondmeros, trimeros y hexdmeros se presentan en
equilibrio, y se pueden transformar unos en otros. Esto puede
modificar las propiedades de la ficoeritrina, lo cual trae como
consecuencia una dependencia con su estado de agregacion.

Este comportamiento se aprecia claramente en los cam-
bios medidos al evaluar la estabilidad con la temperatura de
trabajo. En especial al considerar que la estabilidad frente ala
desnaturalizacion de PEB y PUB es reportada como diferente
(Isailovic, et al., 2004).

Para muestras purificadas obtenidas a partir de las algas
mencionadas, el perfil de estabilidad térmico mostrado en el
Grifico 2 difiere levemente segtin el alga del cual provienen.
En el caso de Delesseria muestra dos puntos de inflexion, a 47

800
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y 60 °C, mientras que para el caso de Palmaria se detecta uno
solo a 60 °C. Esta inflexion sefala el punto en que la concen-
tracion de ambas especies presentes es idéntica, asumiendo
el modelo termodindmico de la fisicoquimica por el cual solo
dos especies pueden estar en equilibrio al mismo tiempo.

La estabilidad térmica se evalud a tres longitudes de onda
de trabajo: 497, 539 y 565 nm, y se observé una tendencia
clara solamente al trabajar a 565 nm.
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Grifico 2. Perfiles de estabilidad térmica medidos a 565
nm para extractos purificados de Palmaria decipiensy
Delesseria lancifolia.

Silaficoeritrina es sometida a un agente desnaturalizante
fisico, como la temperatura, sufre un proceso de desnaturali-
zacion. Este proceso, de acuerdo al modelo termodindmico,
puede esquematizarse como:

N< D

donde N es la proteina al estado nativo, y D es su forma
desnaturalizada.

En este caso, la constante correspondiente al equilibrio
puede plantearse como:

_[D]
Keg = N7

Conociendo los conférmeros que forman la ficoeritrina,
se puede suponer entonces que en el Grafico 2 la primera
transicion para Delesseria podria corresponder a la conver-
sién del hexamero en subunidades y y monémeros (af), y
la segunda, al paso del monoémero a las subunidades que lo
conforman, que posteriormente se desnaturalizan.
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El estudio de estabilidad con la temperatura es primordial,
ya que una celda fotovoltaica se vera expuesta a los rayos del
sol, lo cual puede provocar un aumento de temperatura en ella.
De todas formas, y por tratarse de celdas cuyo objetivo final
es usarlas en territorio antartico, en este caso se colocarian
dentro de la habitacién y no alcanzarian nunca temperaturas
tan altas como las evaluadas.

Otro punto de interés es que, mas alla de la especie presen-
te ola conversion observada, el estado final alcanzado cuando
se logra una completa desnaturalizacion de la proteina no
implica una pérdida total del color. Esto se observa claramente
en el Grafico 2, donde a pesar de estar la proteina en su forma
desnaturalizada la absorbancia medida tiene un valor de casi
el 60 % del valor inicial. Puede postularse entonces que, aun
desnaturalizada, la ficoeritrina sigue teniendo capacidad de
captar la luz en el rango visible del espectro, por lo cual sigue
siendo una buena candidata a ser usada como sensibilizador
del foto dnodo.

Respecto a la estabilidad con el tiempo, se usé Delesseria
para este estudio. En este caso, las muestras guardadas en
heladera a 0 °C o a temperatura ambiente no muestran cam-
bios en el correr de 60 dias. En las muestras evaluadas a 40 y
50 °C, luego del transcurso de 2 horas, la absorbancia a 565 nm
decae tan solo a un 80 % del valor inicial. Esto confirmaria
que una vez perdida la conformacion inicial de hexdmeros,
la proteina conserva una gran capacidad de absorber laluz a
565 nm, mostrando un monémero muy estable.

En los estudios realizados a 70 °C, donde el monémero
se desnaturaliza, la absorbancia medida cae rapidamente,
alcanzando un 80 % de su valor inicial a tan solo 15 minutos
de transcurrido el experimento.

Por ultimo, los extractos fueron caracterizados por vol-
tamperometria ciclica (Gréfico 3). En este caso las muestras
analizadas mostraron la presencia de tres importantes proce-
sos de oxidacidn, particularmente para extractos analizados
antes de purificar. Los picos de oxidacion se detectaron a
0,9,1,0y 1,2 V.

De acuerdo alo reportado en la bibliografia, el picoa 0,9 V
puede ser atribuido a la clorofila a, que podria ser extraida
en muy pequefa cantidad junto a la ficoeritrina. La técnica
electroquimica es tan sensible que permite detectarla con
facilidad (Enciso, et al., 2016; Enciso y Cerda, 2016).

1/ pA

0,0 0,2 04 0,6 038 1,0 12 14

E/Vvs. Ag/AgCl

Grafico 3. Perfil voltamperométrico obtenido para extracto
de Palmaria decipiens en NaClO, 0,1 M sobre electrodo
serigrafiado de Au-pc a v=0,05 Vs (linea negra). Perfil
obtenido para NaClO, 0,1 M en idénticas condiciones
(linea roja).
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Mientras tanto, los picos a 1,0 y 1,2 V pueden atribuirse
a procesos de oxidacion del grupo COOH de la proteina.

La adsorcidén de la proteina ocurre a través del grupo
carboxilico y tiene lugar sobre superficies de oro a potenciales
mayores a 0,4 V. Luego de adsorberse, y al continuar el barrido
de potenciales hacia valores més altos, al llegaraun E=1,0V
ocurre la oxidacién del grupo y su desorcion.

Un valor de potencial de oxidacién positivo y mayor que
1 hace a la ficoeritrina sumamente atractiva para su aplica-
cién en el foto electrodo, ya que al incidir la luz sobre él, esta
proteina de color rojo tiene una capacidad muy alta de ceder
sus electrones al TiO, del electrodo, comenzando asi el ciclo
de produccién de electrones necesario para el funcionamiento
de una celda DSSC.

En una dltima etapa se ensamblaron celdas DSSC
usando la ficoeritrina obtenida por extraccion de las algas.
Las celdas sensibilizadas con la proteina proveniente de
Palmaria decipiens fueron las que presentaron los mejores
resultados.

En el Graéfico 4 se muestra el perfil de densidad de
corriente en funcién del potencial medido para estas
celdas. A partir de este perfil se obtienen los pardmetros
mencionados en la Tabla 1, donde Jsc se refiere a la den-
sidad de corriente de corte, Jmp y Vmp a la densidad de
corriente y el potencial en el punto de maxima potencia,
respectivamente, y el Voc es el potencial de corte. Por otra
parte, FF hace referencia al fill factor, y 1 a la eficiencia de
conversion medida bajo luz.

0,00015 -

0,00010

2

J/Acm

0,00005

0,0 0,1 0.2 03 04 0,5

E/V

Grafico 4. Perfil densidad de corriente (J) vs. potencial (E)
obtenido para celdas armadas usando ficoeritrina extraida
de Palmaria decipiens como sensibilizante.

Jsc = 1.45-4 A |[Jmp = 1.2E—4 Al Voc= 047 V | Vinp = 0,35 V
cm cm
FF =0,53 1=0,035%

Tabla 1. Valores medidos en la caracterizacion de
celdas ensambladas usando Palmaria decipiens como
sensibilizador.

De acuerdo a los datos medidos, la eficiencia alcanzada
es del 0,035 %. Una eficiencia muy baja pero reproducible, lo
cual muestra celdas capaces de funcionar con el pigmento
extraido.
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Conclusiones

Los extractos de ficoeritrina obtenidos a partir de Palmaria
decipiens y Delesseria lancifolia, aun sin purificar, muestran
caracteristicas adecuadas para su aplicacion como sensibiliza-
dor en el foto dnodo de celdas DSSC. Entre ellas, el poseer un
alto potencial de oxidacién, sumado a una buena capacidad
de absorcidn en el rango visible del espectro, y una adecuada
estabilidad térmica.

El proceso de desnaturalizacion de la ficoeritrina em-
pieza a ocurrir de forma apreciable alos 60 °C, temperatura
que, si se consideran celdas que se usardn en la Antdrtida,
no se alcanzara en condicién ambiente. El estado final al-
canzado cuando se logra una completa desnaturalizacién
de la proteina no implica una pérdida total del color. Esto
muestra que, incluso desnaturalizada, la ficoeritrina sigue
teniendo la capacidad de captar la luz en el rango visible
del espectro.

El uso de ficoeritrina como sensibilizador constituye un
primer paso en la exploracién de recursos antarticos para
su aplicacion en el uso de energias alternativas en esa zona.
Contribuye, ademas, a la busqueda de nuevos caminos para
reducir el impacto ambiental derivado de la presencia humana
en esa zona del planeta, ayudando a las nuevas generaciones
a concientizarse sobre nuestra responsabilidad en el cuidado
y los usos de los recursos disponibles en la tierra.
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